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Pengaruh partikel silver ekstrak daun serai dapur
(Cymbopogon citratus DC) terhadap galur sel
rongga mulut HSC-3: Penelitian eksperimen
laboratorium

ABSTRAK

Pendahuluan: Kanker rongga mulut menempati urutan ke-12 dari kasus kanker di dunia. Terapi konvensional
memiliki efek samping, sehingga banyak penelitian beralih menggunakan terapi bahan alam seperti sintesis partikel
silver dengan daun serai dapur (Cymbopogon ditratus DC) sebagai agen antikanker. Sintesis partikel silver ekstrak
daun serai dapur dilakukan untuk mereduksi ion logam serta pembentukan partikel logam sehingga meningkatkan
aktivitas antikanker, melalui peningkatan produksi reactive oxygen species (ROS) yang menyebabkan depolarisasi
membran mitokondria potensial (MMP), sehingga terjadi disfungsi mitokondria sebagai jalur awal terjadinya apoptosis
pada galur sel kanker rongga mulut HSC-3. Tujuan Penelitian menganalisis pengaruh pemberian partikel silver ekstrak
etanol daun serai dapur terhadap MMP sel HSC-3. Metode: Penelitian merupakan eksperimen laboratorium secara
in vitro dengan desain penelitian adalah post-test only control group. Penelitian dilakukan secara mikroskopis dengan
pewarnaan fluorescence untuk melihat MMP menggunakan tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1) dan
4, 6-diamidino-2phenylindole (DAPI) sebagai couterstain inti sel. Kelompok penelitian terdiri dari kelompok kontrol,
kelompok pembanding dan kelompok yang diberikan perlakuan. Hasil pengamatan memperlihatkan sel dalam kondisi
baik akan membentuk agregat J yang terflouresensi merah tertinggi, sedangkan sel yang mengalami apoptosis
agregat J akan terflouresensi rendah. Hasil: Kelompok kontrol negatif memperlihatkan pembentukan agregat J
dengan intensitas flouresensi merah tertinggi, sedangkan kelompok perlakuan partikel silver ekstrak daun serai dapur
100% memperlihatkan intensitas flouresensi merah terendah (p=0,001) dibandingkan dengan konsentrasi 75, 50,
25, dan 12,5% dan juga kelompok pembanding yang hanya diberikan partikel silver dan ekstrak daun serai dapur.
Simpulan: Partikel silver ekstrak etanol daun serai dapur 100% efektif dalam menyebabkan depolarisasi MMP pada
HSC-3 dengan intensitas floresensi merah yang lebih rendah.

Kata kunci

ekstrak daun serai, HSC-3, membran mitokondria potensial, partikel silver

Effect of silver particles from lemongrass leaves extract
(Cymbopogon citratus DC) on Oral Cell Line HSC-3:
Research laboratory experiment

ABSTRACT

Introduction: Oral cavity cancer ranks 12t of the worldwide cancer cases. Conventional therapy has side
effects, so that many studies have switched focus to the use of natural therapies such as synthesis of silver particles
from lemongrass leaves (Cymbopogon citratus DC) as an anticancer agent. Synthesis of silver particles of C. citratus
leaf extract carried out to reduce metal jons and form metal nanoparticles, thereby increasing anticancer activity by
increasing ROS production, which causes depolarization of mitochondrial membrane potential (MMP), resulting in
mitochondrial dysfunction as an initial pathway of apoptosis in cancer cell fines. HSC-3. The purpose of this study is
to analyze the effect of giving silver nanopartices from citronella keaves’ ethanol extract on the MMP of HSC-3 cells.
Methods: This research was an in vitro laboratory experiment with a post-test-only control group research design.
The study was conducted microscopically by fluorescence staining fo see MMP using tetraethylbenzimidazolyl-
carbocyanine lodide (JC-1) and 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) as cell nucleus counterstains. The research
group consisted of a control group, a comparison group, and a treatment group. The results showed that cells in
good condition would form J-aggregates with the highest red fluorescence, while cells that underwent J-aggregate
apoptosis would have the lowest fluorescence. Results: Negative control group showed the formation of J-
aggregates with the highest red fluorescence intensity, while the 100% C. dtratus leaf ethanol extract silver particle
treatment group showed the lowest red fluorescence intensity (p=0.001) compared to the comparison groups that
was only given C. citratus leaf ethanol extract siver particle with concentrations of 75,50, 25, and 12.5%.
Condusion: 100% silver particle ethanol C. citatus leaf extract is effective in causing MMP depolarization of HSC-3
cells with lower red fluorescence intensity.

Keywords
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PENDAHULUAN

Kanker rongga mulut menempati urutan ke-12 dari kasus kanker di dunia dan urutan ke-8 di negara-negara
berkembang. Megara berkembang yang mendominasi kawasan Association of Southeast Asian Nations (ASEAN)
yaitu Indonesia, Malaysia, Filipina dan Thailand.? Kanker rongga mulut merupakan suatu masalah yang serius di
berbagai negara, bila digabung antara kanker rongga mulut dengan karsinoma sel skuamosa (KSS) ada lidah,
presentase kejadiannya berkisar antara 25% sampai dengan 50% dari semua kanker ganas di dalam mulut.’
Karsinoma lidah merupakan suatu tumor yang ganas, karena cenderung mudah bermetastasis ke bagian tubuh
lainnya, seperti galur Human squamosa cell (HSC-3).*

Pengobatan kanker lidah umumnya dilakukan dengan kemoterapi yang dikombinasikan dengan radioterapi
(kemoradioterapi), namun efek samping pada pasien dengan muncul keluhan berupa kelelahan, rambut rontok,
penurunan sel darah putih dan trombosit.® Dalam dekade terakhir ini, penelitian yang masih terus dilanjutkan untuk
mendapatkan hasil pengobatan kanker lidah yang efektif dan efisien yaitu menggunakan partikel siver yang
memiliki potensi sebagai antikanker.® Agar dapat memaksimalkan aktivitas antikanker partikel siver perlu adanya
reduksi ion serta pembentukan partikel siver menjadi partikel nano, baik secara kimia, fisika, dan biologi.

Mamun, sintesis biologi partikel silver dengan menggunakan bahan alam lebih ramah lingkungan, bersifat
biokompatibel, hemat biaya, memerlukan sedikit waktu dan energi serta tidak beracun dibandingkan dengan
metode fisika maupun kimia.” Salah satu bahan alam yang digunakan adalah serai dapur (Cymbopogon citratus).
C.citratus adalah salah satu tumbuhan Indonesia yang digunakan sebagai obat tradisional untuk perawatan dan
pemeliharaan kesehatan.® Kandungan senyawa aktif C agifratus. seperti alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, phenal,
steroid, berperan sebagai anti-inflamatori, antimikrobial, antibakterial, dan antikanker. Sebagai antikanker
C.citratus secara selektif dapat menargetkan jalur yang berbeda dalam menyebabkan kematian sel kanker,’ salah
satunya melalui jalur depolarisasi mitochondrial membrane potential (MMP) yang menunjukkan adanya disfungsi
mitokondria sebagai tanda awal terjadinya apoptosis sel.'’

MMP telah terbukti berpartisipasi dalam induksi apoptosis dan menjadi pusat jalur apoptosis, melalui transisi
permeabilitas membran yang menginduksi depolarisasi potensi transmembran, pelepasan faktor apoptogenik dan
hilangnya fosforilasi oksidatif yang menyebabkan kematian pada sel.!' AgNP diketahui dapat mengganggu
pensinyalan pada membran mitokondria yang pada akhirnya menyebabkan disfungsi mitokondria dan induksi
apoptosis sel.* Tujuan Penelitian menganalisis pengaruh pemberian partikel silver ekstrak etanol daun serai
dapur terhadap MMP sel HSC-3.

METODE

Penelitian merupakan penelitian kuantitatif eksperimen laboratorium secara in vitro dengan Post-fest Only
Contral Group Design., rumus penentuan jumlah sampel ditentukan dengan rumus Federer. Sampel partikel siver
ekstrak daun serai dan populasi sel HSC-3 yang diperoleh dari Laboratorium Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Trisakti (BioCORE), yang dilakukan bulan November hingga Desember 2020. Penelitian dilakukan dengan beberapa
tahapan yaitu proses ekstraksi, pembuatan siver particle ektrak daun serai dapur dan pengujian pada sel HSC-3
dengan melihat Mitochondrial Membrane Potential secara mikroskopik dengan menggunakan mikroskop flouresen.

Ekstraksi daun serai dapur dengan metode maserasi, C afratus diperoleh dari daerah Bogor Jawa Barat, dengan
masa panen 3 bulan. Pengeringan dilakukan secara alami dengan sinar matahari selama 2 minggu dan dihaluskan.
Simplisia C.citratus di ekstraksi menggunakan metode maserasi dengan cara merendam simplisia menggunakan
pelarut etanol 70% perbandingan 1:10 b/v, kemudian diaduk manual selama 15 menit setiap 8 jam sekali pada
suhu kamar yang dilakukan 3x24 jam. Setelah tiga hari, difiltrasi dengan menggunakan kertas saring whatman dan
dievaporasi menggunakan mesin evaporator (Buchi R-215, Jerman) pada suhu 50-60°C,16 hingga diperoleh ekstrak
daun serai yang kental.

Uiji fitokimia ekstrak daun serai dapur menggunakan 18-16-2/MU/SMM-SIG (LCMS/MS) QTOF.'*!* Pembuatan
partikel sifver ekstrak daun serai, 500 mg ekstrak daun serai dapur dilarutkan dalam 100 mL etanol, sebanyak 10
mL dicampurkan dengan 90 mL partikel sifver (Merck) 0,1 M, campurkan kedua larutan dengan menggunakan
mesin pengaduk (KA™ RH basic 2, Jerman) dengan kecepatan 2500 rpm dan pemanasan 40°C selama 2 jam.
Campuran diinkubasi pada suhu kamar (ditutupi dengan aluminium foil) selama 24 jam pada suhu kamar. 10 mL
larutan dilakukan uji ukuran partikel menggunakan VASCO-2 (Cordouan Technology, France).!® Sisa larutan
dipindahkan tabung sentrifus dan disentrifus dengan kecepatan 9000 rpm. Endapan yang terbentuk dicuci dengan
air suling sebanyak 3 kali, hingga diperoleh endapan berwarna abu-abu tua. Diencerkan endapan partikel siver
ekstrak daun serai dapur menjadi 75, 50, 25, dan 12,5%.'®Y Uji partikel sifver ekstrak etanol daun serai dapur
terhadap sel kanker lidah HSC-3, Sel HSC-3 ditanam pada cell culture dish dan diinkubasi pada suhu 37°C dan 5%
CO2 selama 2 x 24 jam. Tanam sel HSC-3 pada media yang mengandung DMEM, 10% FBS, dan 1% Penicillin,
Streptomycin dan Amphotericin B.

Membran mitokondria potensial (MMP) sel HSC-3 dibuktikan dengan menggunakan probe (JC-1 dye) yang
membentuk intensitas fluoresensi merah. Kelompok negatif hanya terdiri dari sel HSC-3 tanpa perlakuan, kelompok
kontrol positif yang diberikan doxorubicin, kelompok pembanding yang hanya diberikan ekstrak daun serai dapur,
partikel si'ver, hidrogen peroksida, sedangkan kelompok perlakuan diberikan partikel siverekstrak daun serai dapur
dengan konsentrasi 100,75, 50, 25 dan 12,5%, kemudian diinkubasi selama 3 jam dan dicuci dengan 1X PBS satu
kali. Ditambahkan sebanyak 1 mL JC-1 dye (Thermo Fisher Scientific, USA) dengan konsentrasi 10 uM ke masing-
masing sumuran dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C dalam keadaan gelap. Selanjutnya, dicuci dengan
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1X PBS 2 kali, diikuti pewarnaan nuklei menggunakan 4',6-diamidino-2-phenylndole (DAPI) (Merck. Jerman) dengan
konsentrasi 300 pM sebanyak 1 mL ke masing-masing sumuran selama 3 menit dalam gelap. Setelah pewarnaan
dilakukan, semua sel dicuci kembali dengan 1X PBS tiga kali. Pengamatan MMP pada HSC-3 menggunakan Zeiss
Z1 Inverted Fluorescence Microsaope. Hasil penelitian yang diperoleh dengan menghitung intensitas fluoresensi
berwarna merah (JC I-dye) dan intensitas fluoresensi berwarna biru (DAPI) yang mewarnai inti sel menggunakan
image J. Persentasi intensitas fluoresensi berwarna merah dihitung dengan menghitung jumlah intensitas
fluoresensi berwarna merah dibagi dengan total sel (intensitas fluoresensi berwarna biru dengan DAPT).!®1%20 S
yang tidak mengalami kerusakan pada MMP akan memperlihatkan banyak terbentuk agregat 1 yang terflouresensi
merah yang tinggi, sedangkan sel yang mengalami apoptosis yang terbentuk sedikit dan akan terflouresensi
rendah.

Analisis data, data yang disajikan sebagai rata-rata + standar deviasi (SD). Uji normalitas dilakukan dengan uji
Shapiro-wilk. Hasil menunjukkan data yang normal (p=0,001) maka selanjutnya akan diuji dengan anewayANOVA,
jika terdapat perbedaan pada uji oneway ANOVA (p<0,05), maka dilanjutkan dengan uji Post Hoc Data analisis
menggunakan SPSS wersi 2.3. Hasil uji normalitas menggunakan Shapiro-wilk memperlihatkan data memiliki
distribusi normal dengan nilai p=>0,05. Pengujian dilanjutkan dengan menggunakan uji parametrik Oneway ANOVA

HASIL

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh sintesis partikel siver menggunakan ekstrak daun serai
dapur yang termodifikasi secara fisik menjadi partikel yang memiliki ukuran lebih kecil untuk meningkatkan
stabilitas, kelarutan dan efektifitas. Hasil uji fitokimia ekstrak daun serai dapur memiliki metabolic sekunder alkaloid,
flavonoid, tannin, steroid, triterpenoid, saponin. Hasil karakteristik partikel siverekstrak daun serai dapur memiliki
partikel monodisperse. Berdasarkan pada ukuran diameter partikel silverekstrak daun serai dapur memperlihatkan
rerata diameter sebesar 1071 nm. Pengukuran distribusi ukuran partikel menunjukkan nilai dv10 sebesar 1071,80
nm yang berarti 10% total ukuran partikel sifver ekstrak daun serai dapur lebih kecil dari 1071 nm. Nilai dv50
sebesar 1071,80 nm, dengan 50% distribusi ukuran partikel lebih kecil dari 1071,80 nm. Distribusi ukuran partikel
dv90 diperlihatkan dengan ukuran partikel sifver ekstrak daun serai dapur 90% memiliki ukuran partikel dibawah
1071,80 nm. Hasil distribusi ukuran partikel silver ekstrak daun serai dapur dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Distribusi ukuran partikel siverekstrak daun serai dapur
Dv 10 (nm) Dv 50 (nm) Dv 90 (nm) Z-avg (nm)
1071,80 1071,80 1071,80 1071

Partikel silver ekstrak daun serai dapur

Hasil dari tabel 2 menunjukkan nilai rerata pada setiap kelompok penelitian. Hasil rerata memperlihatkan
intensitas sel HSC-3 terflouresensi merah terendah terdapat pada kelompok yang diberikan doxorubicin, sedangkan
kelompok tanpa diberikan perlakuan memperlihatkan intensitas fluoresensi merah tertinggi.

Tabel 2. Nilai rerata dan standar deviasi intensitas sel terfloueresensi merah

Kelompok n Rerataz SD (%)
Doxorubicin 3 32,164+0,91
Hidrogen peroksida (H0;) 3 42,76+1,26
Partikel Sifver 3 49,28+0,91
Ekstrak daun serai dapur 3 47,7843 88
HSC-3 3 54,02+1,47
100% 3 42,13+1,27
75% 3 45,63+0,36
50% 3 48,3540,48
25% 3 50,78+0,44
12,5% 3 52,88+1,62

Hasil uji Oneway ANOVA yang diperlihatkan pada Tabel 3 menunjukkan adanya perbedaan signifikan pada
kelompok penelitian dengan nilai p= 0,000 (p<0,05) yaitu terdapat perbedaan pemberian perlakuan terhadap
intensitas sel HSC-3 yang terfluoresensi merah.

Tabel 3. Hasil uji Oneway ANOVA

Sum of squares df Mean square f p-value
Between group 1103,544 9 122,616 50158 0,000
Within group 48,891 20 2,445
Total 1152,436 29

Keterangan: *signifikan (p<0,05)
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Hasil uji Duncan pada Tabel 4 memperlihatkan kelompok tanpa perlakuan partikel siver ekstrak daun serai
dapur berbeda signifikan (p<0,05) dengan semua kelompok perlakuan, namun tidak berbeda nyata dengan
kelompok partikel siver ekstrak daun serai dapur konsentrasi 12,5%, kelompok partikel silver ekstrak daun serai
dapur konsentrasi 12,5% memperlihatkan intensitas flouresensi yang lebih rendah sebesar 2,10%. Kelompok tanpa
perlakuan partikel siverekstrak daun serai dapur berbeda signifikan (p<0,05) dengan kelompok doxorubicin, H.O;,
ekstrak daun serai dapur, nano siver dan kelompok partikel sifverekstrak daun serai dapur konsentrasi 25, 50, 75,
dan 100%, dengan penurunan intensitas fluoresensi berwarna merah berturut-turut sebesar 40,46, 20,83, 11,54,
8,76, 5,99, 10,49, 15,52, dan 22,01%.

Tabel 4. Uji Duncan perbedaan pemberian perlakuan terhadap intensitas sel terfluoresensi merah
Nilai uji lanjut Duncan
Kelompok Subset
1 2 3 4 5 6 7
Doxorubicin 32,16
Hidrogen peroksida (H202) 42,13
Partikel Siver 42,76
Ekstrak daun serai dapur 45,63
HSC-3 47,78 47,78
100% 48,35 48,35 48,35
75% 49,28 49,28
50% 50,78 50,78
25% 52,88 52,88
12,5% 54,02
Nilai p 1000 0625 0,056 0,280 0,086 0,115 0,384

Kelompok hidrogen peroksida memperlihatkan perbedaan signifikan (p<0,05) dengan kelompok doxorubicin,
tanpa perlakuan (HSC-3), ekstrak daun serai dapur, nano siver dan kelompok partikel siver ekstrak daun serai
dapur konsentrasi 12,5, 25, 50, dan 75%, dengan penurunan intensitas fluoresensi sebesar 24,79% dengan
kelompok doxorubicin, serta peningkatan intensitas fluoresensi pada kelompok ekstrak daun serai dapur, nano
silver dan kelompok partikel siverekstrak daun serai dapur konsentrasi 12,5, 25, 50, dan 75, berturut-turut sebesar
11,75, 15,26, 23,67, 18,74, 13,07, dan 6,72%.

Intensitas fluoresensi berwarna merah pada kelompok sel yang mengalami stressor dengan pemberian
hidrogen percksida memperlihatkan perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua kelompok, namun tidak
menunjukkan perbedaan bermakna dengan kelompok partikel siver ekstrak daun serai dapur konsentrasi 100%
meskipun terjadi penurunan intensitas fluoresensi sebesar 1,48% pada kelompok partikel siver ekstrak daun serai
dapur konsentrasi 100%. Hasil pengamatan pada kelompok doxorubicin memperlihatkan intensitas fluoresensi
merah yang paling rendah dengan nilai kemaknaan p<0.05 dibandingkan dengan kelompok perlakuan lainnya.
Kelompok doxorubicin menurunkan intensitas warna merah lebih rendah dibandingkan dengan kelompok H202,
partikel silver, ekstrak daun serai dapur, tanpa perlakuan (HSC-3), kelompok sintesis partikel sifver ekstrak daun
serai dapur konsentrasi 100, 75, 50, 25, dan 12,5% berturut-turut sebesar 24,79, 34,74, 32,69, 40,47, 23,66,
29,52, 33,48, 36,67, dan 39,18%. Hasil pengamatan intensitas fluoresensi MMP kelompok kontrol dan pembanding
dapat dilihat pada Gambar 1.

Kelompok yang diberikan ekstrak daun serai dapur memperlihatkan tidak adanya perbedaan yang nyata dengan
kelompok partikel siver ekstrak daun serai dapur konsentrasi 75%, namun memperlihatkan penurunan intensitas
fluoresensi merah sebesar 4,49% pada kelompok partikel siver ekstrak daun serai dapur konsentrasi 75%
dibandingkan dengan kelompok ekstrak daun serai dapur, sedangkan dengan kelompok partikel siverekstrak daun
serai dapur konsentrasi 50%, 25%, dan partikel siver memperlihatkan peningkatan intensitas fluoresensi merah
berturut-turut sebesar 1,18, 6,26, dan 3,14% dibandingkan dengan kelompok ekstrak daun serai dapur meskipun
tidak memperlihatkan adanya perbedaan signifikan.

Kelompok partikel siver ekstrak daun serai dapur konsentrasi 100% memperlihatkan perbedaan signifikan
dengan penurunan intensitas fluoresensi sebesar 11,83% dibandingkan dengan kelompok ekstrak daun serai
dapur, sedangkan pada kelompok partikel siver ekstrak daun serai dapur konsentrasi 12,5% terdapat perbedaan
signifikan dengan intensitas flouresensi yang meningkat sebesar 10,67% dibandingkan dengan kelompok ekstrak
daun serai dapur.

Intensitas fluoresensi pada kelompok partikel siver memperlihatkan tidak adanya perbedaan signifikan dengan
kelompok partikel siver ekstrak daun serai dapur konsentrasi 50%, namun terdapat penurunan intensitas
fluoresensi sebesar 1,89% dibandingkan kelompok partikel siver. Kelompok partikel sifverekstrak daun serai dapur
konsentrasi 25% tidak memperlihatkan perbedaan signifikan, namun terlihat intensitas fluoresensi yang meningkat
sebesar 3,03% dibandingkan dengan kelompok partikel sifver:

Kelompok partikel siver memperlihatkan perbedaan signifikan (p<0,05) dengan kelompok partikel sifver
ekstrak daun serai dapur konsentrasi 100 dan 75% dengan penurunan intensitas fluoresensi sebesar 14,52 dan
7,41%, sedangkan dengan kelompok partikel siver ekstrak daun serai dapur 12,5% memperlihatkan perbedaan
bermakna dengan peningkatan intensitas fluoresensi sebesar 7,29% dibandingkan dengan kelompok partikel sifver.
Hasil intensitas flucresensi MMP kelompok perlakuan partikel sifver ekstrak daun serai dapur dapat dilihat pada
Gambar 2.
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Gambar 1. Efek pemberian partikel siver ektrak daun serai dapur pada depolarisasi membran potensial
mitokondria sel HSC-3 diukur menggunakan probe JC-1 dye (kuning) dan inti sel dengan counterstanin
DAPI (merah). Intensitas flouresensi merah pada kelompok yang tanpa diberikan perlakuan (A),
kelompok dengan doxorubicin (B), Kelompok dengan ekstrak daun serai dapur (C), kelompok hidrogen
peroksida (D), dan kelompok dengan nano silver (E). Pengamatan pada pembesaran 100X.

Gambar 2. Efek pemberian partikel siver ektrak daun serai dapur pada depolarisasi membran potensial
mitokondria sel HSC-3 diukur menggunakan probe JC-1 dye dengan counterstain probe DAPL
Intensitas flouresensi merah pada kelompok perlakuan partikel siver ektrak daun serai dapur
100% (A), 75% (B), 50% (C), 25%(D), 12,5% (E). Pengamatan pada pembesaran 100X.
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Kelompok perlakuan partikel sifver ekstrak daun serai dapur konsentrasi 100% memperlihatkan perbedaan
signifikan (p<0,05) dengan kelompok partikel siverekstrak daun serai dapur konsentrasi 75, 50, 25%, dan 12,5%,
dengan peningkatan intensitas fluoresensi merah berturut-turut sebesar 8,32, 14,77, 20,53, dan 25,52%. Kelompok
partikel siver ekstrak daun serai dapur konsentrasi 75% tidak memperlihatkan perbedaan signifikan dengan
konsentrasi 50%, namun terjadi peningkatan intensitas fluoresensi pada kelompok 50% sebesar 5,95%
dibandingkan dengan konsentrasi 75%. Pada kelompok partikel sifver ekstrak daun serai dapur konsentrasi 75%
berbeda bermakna dengan kelompok konsentrasi 25 dan 12,5% dengan peningkatan intensitas fluoresensi sebesar
11,27% dan 15,88% dibandingkan dengan konsentrasi 75%. Untuk intensitas fluoresensi partikel siver ekstrak
daun serai dapur konsentrasi 25% dengan 12,5% tidak memperlihatkan perbedaan signifikan, namun konsentrasi
12,5% memiliki intensitas fluoresensi lebih tinggi 4,14% (Tabel 2).

PEMBAHASAN

Mitokondria adalah organel yang memiliki gen mitokondria DNA (mtDNA), memiliki peran penting dalam
pembentukan energi (ATP), menghasilkan senyawa yang mampu merespon terhadap stimulus apoptosis melalui
pelepasan sitokrom C ke sitosol.?! Pada sel sehat mitokondria mampu mengkodekan penghambat apoptosis pada
sel. Mitokondria mengatur dan mengkoordinasikan aktivasi apoptosis, sehingga sangat penting dalam mempelajari
mitokondria dalam terapi kanker. Saat mitokondria mengalami deregulasi terjadi perubahan yang mengakibatkan
perubahan fungsi mitokondria menjadi abnormal dan mengakibatkan terjadinya apoptosis.*

Mitokondria merupakan salah satu organel penting yang dipergunakan oleh sel kanker untuk menghindar
dari respon apoptosis.” Pada sel kanker fungsi metabolisme mitokondria adalah memperkuat pertahanan
anticksidan dengan merusak radikal bebas untuk mengkompensasi aktivasi jalur anaerobik dan menghindari
terjadinya apoptosis pada sel kanker. Selain itu, mitokondria mengatur gen dan protein untuk mengurangi
penyerapan Ca2+ agar terjadi stabilitas pada permeabilitas mitokondria untuk tidak menginduksi jalur apoptosis.
Peran mitokondria pada sel kanker lainnya adalah dengan mengkodekan gen yang berkontribusi pada
perkembangan kanker seperti mutasi dan kemampuan adaptasi metabolik.?

Akumulasi reactive oxygen species (ROS) pada sel dan jaringan mengakibatkan keadaan disfungsi dari
mitokondria yaitu kondisi yang ditandai dengan gangguan biogenesis mitokondria, perubahan potensial membran,
berkurangnya jumlah mitokondria, serta perubahan aktivitas oksidatif protein. Disfungsi mitokondria secara primer
diinduksi oleh ROS yang berinteraksi dengan komponen mitokondria dan sel seperti DNA, protein, lipid, dan molekul
lain.?*

Mitokondria berperan dalam proses apoptosis jalur intrinsik. Keberadaan ion Ca®* yang meningkat serta radikal
bebas (ROS) yang menyebabkan stress oksidatif akan meningkatkan permeabilitas membran bagian dalam
mitokondria menyebabkan hilangnya membran mitokondria potensial mengakibatkan peningkatan permeabilitas
membran bagian luar mitokondria, yang berperan penting dalam meregulasi komponen pro-apoptosis seperti
keluarga Bcl-2 (Bax and Bak), menyebabkan pelepasan protein dari ruang antar membran ke dalam sitoplasma,
termasuk molekul apoptogenik seperti sitokrom C. Membran mitokondria potensial (@w) dibentuk oleh
transmembran potensial ion hidrogen yang digunakan untuk menghasilkan ATP. Keseimbangan antara membran
mitokondria potensial dan ATP menggambarkan aktivitas pada sel yang normal, jika terjadi ketidakseimbangan
akan menyebabkan terjadinya disfungsi dari mitokondria.>®

JC-1 dyetelah dikembangkan untuk mendeteksi membran mitokondria potensial dalam sel sehat dan apoptosis
di berbagai jenis sel, seperti neuron, miosit, sel endotel. JC-1 dye dapat digunakan untuk menilai potensi membran
mitokondria baik dalam mitokondria dan jaringan yang terisolasi secara utuh. Pewarna JC-1 merupakan pewarnaan
lipafilik, kationik yang mampu masuk ke mitokondria dan terakumulasi (bergantung pada konsentrasi), akan
membentuk kompleks disebut J-aggregate, dengan eksitasi dan emisi dalam spektrum merah.?* Pewarna JC-1
masuk dan terakumulasi dalam mitokondria yang berenergi dan bermuatan negatif dan secara spontan membentuk
agregat ] berpendar merah. Sebaliknya, dalam sel yang tidak sehat atau apoptosis, pewarna JC-1 juga memasuki
mitokondria tetapi pada tingkat yang lebih rendah karena bagian dalam mitokondria kurang negatif karena
peningkatan permeabilitas membran dan akibatmya hilangnya potensi elektrokimia dan akan membentuk
monomerik JC-1 berpendar hijau.””

Intensitas fluoresensi merah membuktikan terbentuknya J-aggregrate. Tingkat intensitas fluoresensi merah
yang dihasilkan akan memperlihatkan aktivitas dari MMP. Mitokondria dengan membran yang utuh (baik) akan
memperlihatkan intensitas fluoresensi merah yang tinggi, sedangkan intensitas fluoresensi merah yang rendah
menunjukkan membran mitokondria yang tidak baik/tidak utuh dan selanjutkan akan membentuk J-monomer
dengan intensitas fluoresensi berwarna hijau.'” Zeiss Z1 Inverted Auarescence Microscope yang digunakan dalam
penelitian ini hanya menggunakan satu filter dalam satu fluoresensi maka tidak dapat mengukur intensitas warna
merah dan hijau secara bersamaan. Intensitas fluoresensi merah yang terbentuk memiliki korelasi yang baik
dengan kondisi mitokondria membran potensial.>

Kelompok yang tidak diberikan perlakuan atau kontrol negatif memperlihatkan intensitas fluoresensi berwarna
merah tertinggi, hal ini membuktikan hilangnya potensi elektrokimia akibat peningkatan permebilitas membran
mitokondria yang dibuktikan dengan pembentukan monomeric JC-1 yang berpendar hijau,” namun dalam
penelitian ini hanya menggunakan satu filter dalam satu fluoresensi maka tidak dapat mengukur intensitas warna
merah dan hijau secara bersamaaan, namun peningkatan intensitas fluoresensi berwarna merah menunjukkan
aktivitas MMP yang baik, dengan membran mitokondria yang utuh.'”

Obat antikanker doksorubisin (DOX) sebagai kontrol positif yang merupakan gold standar yang digunakan
dalam terapi kanker dapat menyebabkan kematian, penghambatan siklus sel/proliferasi dan gangguan mitokondria
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pada sel kanker. Kerusakan mitokondria sebagai salah satu target kerja DOX dalam menyebabkan apoptosis.
Perubahan membran mitokondria terjadi melalui penghambatan aktivitas kerja dari phosphatidyiserine
decarboxylase (PSD). PSD menkatalisis sintesis phosphatidylethanolamine (PE) dari phosphatidylserine (PS), dan
DOX mengubah rasio PS/PE pada membran mitokondria, mengakibatkan perubahan komposisi membran
mitokondria, dan memicu gangguan pada sistem fosforilasi oksidatif (OXPHOS) yang akan menyebabkan apoptosis
pada sel.®* Doksorubisin bekerja dalam sel kanker yaitu interkalasi ke dalam DNA dan gangguan perbaikan DNA
yang dimediasi oleh pembentukan radikal bebas dan dapat menyebabkan peroksidasi lipid dan kerusakan
membran, kerusakan DNA, stres oksidatif, dan memicu jalur apoptosis kematian sel. Pada kelompok doksorubisin
memperlihatkan penurunan intensitas fluoresensi merah.?

Hidrogen peroksida (H:0:) adalah spesies oksigen reaktif turunan mitokondria yang bertindak sebagai
pensinyalan dalam mengatur transduksi pensinyalan, vasokontraksi dan vasodilatasi. H20: menyebabkan terjadinya
depolarisasi potensial membran mitokondria, dengan menurunkan kemampuan organel untuk menghasilkan ATP.
Produksi ATP yang menurun akan menyebabkan ketidakseimbangan yang mengarah pada disfungi mitokondria,
yang diperlihatkan dengan intensitas fluoresensi merah yang rendah.*

Partikel siver (AgNPs) banyak digunakan sebagai agen antibakteri dan anti kanker, selain memiliki sifat
bakterisidal, AgNPs juga memiliki target intraseluler yang penting seperti mitokondria, melalui hilangnya potensi
membran, penghambatan enzim yang terlibat dalam fosforilasi oksidatif, dan perubahan konsentrasi kalsium.*
AgNP menginduksi pembukaan ion kalsium dan peningkatan produksi ROS sehingga terjadi peningkatan dan
menyebabkan transisi permeabilitas mitokondria mengalami depolarisasi dan induksi apoptosis.!®* Intensitas
flouresensi merah dari kerusakan membran mitokondria potensial terlihat pada kelompok yang diberikan AgNPs.32

Ekstrak daun serai dapur mempunyai kandungan Flavonoid yang terbukti bermanfaat sebagai antikanker,
dengan meningkatkan aktivitas spesies oksigen reaktif (ROS), serta berpartisipasi dalam menghentikan siklus sel,
menginduksi apoptosis, menekan proliferasi dan invasi sel kanker. Flavonoid memiliki aksi ganda dalam
homeostasis ROS yang bertindak sebagai antioksidan dalam kondisi normal dan bekerja sebagai pro-oksidan yang
kuat dalam sel kanker dengan memicu jalur apoptosis.®

Ekstrak daun serai dapur memicu kematian sel kanker dengan menurunkan proliferasi sel, mengubah potensi
membran mitokondria, menginduksi apoptosis, serta keterlibatan mekanisme oksidatif untuk efek anti-
proliferatif dan peningkatan sitotoksisitas.* Sifat sitotoksisitas yang tinggi dari senyawa flavonoid yang terkandung
dalam serai dapat meningkatkan transisi permeabiliés mitokondria yang menyebabkan kerusakan potensi
membran mitokondria yang menyebabkan terlepasnya sitokrom C ke dalam sitosol, yang akan berikatan dengan
apaf-1, sehingga terjadi aktivasi caspase 9 dan caspase 3 yang menyebabkan terjadinya apoptosis pada sel.*®

Pengaruh nanosifverekstrak daun serai dapur pada sel kanker HSC-3 sebagai bahan uji, memungkinkan adanya
kerusakan pada MMP melalui dua mekanisme, yaitu partikel siver akan menginduksi pembukaan ion kalsium dan
peningkatan produksi ROS, sedangkan serai dapur berperan juga memiliki kemampuan dalam meningkatkan ROS
melalui jalur intrinsik. Kedua mekanisme tersebut memungkinkan peningkatan efektifitas partikel siver ekstrak
daun serai dapur dalam menurunkan MMP. Hasil penelitian memperlihatkan semakin tinggi konsentrasi partikel
sifver ekstrak daun serai dapur, semakin menurun MMP pada mitokondria sel HSC-3 yang mengarah pada disfungsi
dan apoptosis sel HSC-3. Konsentrasi partikel siverekstrak daun serai dapur dengan konsentrasi terendah memiliki
intensitas fluoresensi merah yang lebih kecil dibandingkan dengan konsentrasi lainnya, hal ini dikarenakan
pengamatan yang dilakukan hanya dalam waktu 3 jam.**¥ Hasil peneliian memperlihatkan konsentrasi 100%
mampu menurunkan intensitas floureseni warna merah pada sel HSC-3.

SIMPULAN

Partikel siver ekstrak daun serai dapur konsentrasi 100% dapat menurunkan pembentukan J agregat yang
diperlihatkan dengan flouresensi berwarna merah rendah, yang menunjukkan depolarisasi MMP pada sel HCS-3.
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